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RESUMEN

HERNANDEZ MAGDALENO ALEJANDRO: ESTUDIO DE LA PATOGENIA DEL VIRUS DE INFLUENZA
AVIAR (H5N2) ALTAMENTE PATOGENO MEDIANTE INMUNOHISTOQUIMICA. Asesorado por: MVZ
Ph.D. Juan Garcia Garcia y MVZ MC. Maria Teresa Casaubon Huguenin.

El objetivo de la presente investigacién fue estudiar la patogenia del virus de influenza aviar
(H5N2) altamente patégenc en aves susceptibles (Av-Susc) y aves inmunizadas (Av-Inm), durante las
primeras 72 horas post-inoculacién (hpi) a través de inmunchistoguimica. Se formaron dos grupos de 100
aves libres de patégenos especificos cada uno. A los 8 dias de edad, uno de los grupos fue inmunizado
con una vacuna emulsionada contra influenza aviar (1A) y el otro grupo permanecid sin inmunizar. A las
cuatro semanas de edad, ambos grupos de aves fueron inoculados via intranasal con 1 x 10° DLEPsy det
virus A/Chicken/Querétaro/14588-19/95 {(HSN2) alttamente patégeno. Se tomaron aleatoriamente 3 aves
de cada grupo a las 2, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 40, 44, 48, 52, 56, 60, 64, 68 y 72 hpi. De cada ave
se tomd una muestra de sangre para aislamiento y titulacién viral, posteriormente, fueron sacrificadas
humanitariamente y se tomaron muestras para histopatologla e inmunohistoquimica de cresta, timo,
cornetes nasales, laringe, traquea, pulmén, proventriculo, duodeno, pancreas, tonsilas cecales, ileon y
boisa de Fabricio. Se realizaron seis diferentes procedimientos de la técnica de inmunchistoquimica. Al
examen microscépico, las lesiones fueron calificadas con un método numérico para calcular la media
histolégica de lesiones (MHL). Las Av-Susc mostraron signos clinicos, mortalidad y fue detectado virus
circulante en sangre a partir de las 28 hpi. En las Av-Inm, a pesar de que hubo lesiones a nivel
microscépico, fueron generalmente menos severas que en las Av-Susc, incluso en la cresta no se
observaron lesiones, a diferencia de las Av-Susc, donde fue €l tejido mas afectado tal como se reflejé en
la MHL. Las diferencias en |a manifestacién de |a enfermedad entre ambos grupos fueron marcadas y a
pesar de que no se pudo demostrar mediante inmunohistoquimica la presencia del virus en los tejidos, en
ias Av-Susc hubo viremia, situacién que no sucedio en las Av-Inm. En las Av-Sus el dafio al endotelio
capilar producido por el virus pudo ser uno de los mecanismos responsables de la muerte de los animales
a! desencadenar un colapso vascular generalizado. Asl mismo, el virus de AP produjo apoptosis linfoide
severa. La inmunidad conferida por la vacuna emulsionada contra A, protegié a las aves de la
presentacion de signos clinicos y mortalidad, debido a que evit6 la viremia, con lo que el virus no pudo

causar dafio en centros vitales del ave.

Palabras claves: Influenza Aviar, patogenia, inmunohistoquimica, inmunidad, viremia, apoptosis.

A




SUMMARY

HERNANDEZ MAGDALENO ALEJANDRO : A PATHOGENESIS STUDY OF HIGHLY PATHOGENIC
AVIAN INFLUENZA VIRUS (H5N2), USING IMUNOHISTOCHEMISTRY. Advised by MVZ Ph.D. Juan
Garcia Garcia and MVZ MC Maria Teresa Casaubon Huguenin.

The purpose of this work was to study the pathogenesis of highly pathogenic avian influenza virus {HSN2)
on susceptible (Av-Susc) and immunized (Av-lnm) chickens, during the first seventy-two hours post-
inoculation (hpi). Two hundred specific pathogen-free chickens were divided into two groups. At eight days
of age, one group was immunized with an inactivated oil emulsion vaccine. At four weeks of age, both
groups were intra-nasally inoculated with 1x10° median embryo infective doses of highly pathogenic avian
influenza virus. The virus used was A/Chicken/Querétarc/14588-19/95 (HS5N2). Three birds from each
group were taken at two hours, then at four hour intervals from four to seventy-two hpi. From each bird a
blood sample was taken to isolate the virus. The chickens were then sacrificed. Samples of comb, thymus,
nasal cavity, larynx, trachea, lung, proventriculus, duodenum, pancreas, ceca! tonsil, jejunum and cloacal
bursa were collected for histological and immunohistochemistry evaluation. Six different methods for
immnunohistochemistry staining were performed. With microscope examination, the lesions were
classified with a numeric system to calculate their mean histologic lesion score (MHL). The Av-Susc shown
clinical signs, mortality, and detectable virus in the blood after 28 hpi. In the Av-Imm, under microscopic
examination, lesions were generally less severe than in Av-Susc, including no observed lesions in the
comb samples of Av-Inm, whereas in Av-Susc, this area was greatly affected, as reflected in the MHL. The
differences in the manifestation of the disease between both groups were marked. The virus could not be
demonstrated in the tissue of any birds by immunohistochemistry, however, Av-Susc had viremia, which
was not the case in the Av-Inm. In the Av-Suse, lesions in the capillary endothelium produced by the virus
could have been one of the mechanisms responsible for mortality in the animals. As well, the highly
pathogenic virus produced severe apoptosis. The immunity confered by the emuision vaccine against Al,

protected the Av-Imm from the presentation of clinical signs and monrtality and prevented viremia.

Key Words: Avian Influenza, pathogenesis, immunohistochemistry, immunity, viremia, apoptosis
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1.- INTRODUCCION

1.1 Antecedentes
La influenza aviar (IA) es una enfermedad causada por virus de influenza A, el cual pertenece a [a
familia Orthomyxoviridae (Seen et al. 1998). Varios subtipos antigénicos del virus han sido recuperados de
muchas especies aviares silvestres y domésticas en todo el mundo (Easterday y Hinshaw 1991). Las
infecciones en las aves domésticas o confinadas han estado generalmente asociadas 8 una variedad de
manifestaciones cllnicas y varlfan desde infecciones leves del tracto respiratorio y fallas reproductivas que
_causan baja en la produccién de huevo hasta manifestaciones generalizadas que ocasionan la muerte
{Murphy y Webster 1990). En las aves silvestres la infeccién generalmente no estd asociada a signos
clinicos y la unica pérdida ecolégica, especificamente atribuible a la infeccion por el virus de la influenza, ha
sido 1a muerte de varios cientos de golondrinas de mar en Sudafrica en 1961, causada por la cepa
ASTern/South Africa/1/61 (H5N3) ( Estudillo, 1996; Webster et al. 1982). Durante este siglo 1a mortalidad en
aves silvestres habia sido atribuida a la Peste Aviar en varias ocasiones. En 1955 se demostro que esta es

causada por virus de la influenza A (Easterday y Hinshaw 1891).

Influenza es e! modelo de una enfermedad viral en la cual, la mutacién continua del virus es de gran
importancia para las epidemias anuales y las acasionales pandemias de la enfermedad en humanos. Los
virus de influenza A infectan a una gran cantidad de animales, incluyendo hurmanos, cerdos, caballos,
mamiferos marinos y aves (Murphy y Webster 1990, Webster et &/. 1992). Se ha demostrado que las aves
acuéticas son las fuentes de virus de influenza para otras especies (Slemons st a/. 1990).Recientes estudios
filogenéticos han revelado linages especificos de genes virales ascciados a la infeccién de algunas especies
y han demostrado que la transmision interespecies depende de la susceptibilidad genética de las mismas

(Easterday y Hinshaw 1991, Webster et a/. 1992).

Un muestreo intensivo en 1974, de aves migratorias y costeras durante un brote de la enfermedad
de Newcastle en aves domésticas en California, demostré que muchos virus de influenza A pueden ser
aistados de las aves migratorias clinicamente sanas (Stemons et al. 1974). Subsecuentemente, los virus de
influenza fueron aislados de aves silvestres, aves en jaula, patos domésticos, gallinas y pavos. Slemons y
colaboradores en 1990, evaluaron ja virulencia de 76 cepas de virus de influenza A aisladas de aves
acuaticas en los estados de Wisconsin, California, Dakota del Sur, Florida, Texas, Alabama y Nebraska,
encontrando que dentro de los virus de influenza A circulantes en las poblaciones de patos, existen cepas

potencialmente patégenas para los pollos.




Los virus de influenza A son miembros de la familia Orthomyxoviridae. El génerc A se diferencia de
los géneros B y C con base en la identidad de los antigenos mayores internos (Harley ef al. 1890). En el
aistamiento inicial, los virus de influenza A son pequefios (80 a 120 nm de didmetro), particulas pleemérficas
que mas tarde son esféricas. Estas particulas consisten en una envoltura lipidica de dos capas derivadas de
la célula hospedadora, en la cual se embeben las glicoproteinas codificadas por el virus, hemoaglutinina
(HA) ¥ neuroaminidasa (NA). El genoma de los virus de influenza A consiste en ocho segmentos de RNA,
seis de los cuales son monocistrénicos y dos codifican para Ia sintesis de dos protelnas cada uno. Los ocho
segmentos codifican 10 productos reconocidos: las polimerasas PB1, PB2 y PA, las proteinas HA, NP, NA,
M1, M2, NS1 y NS2 (Kingsburry 1980, Murphy y Webster 1990, Webster ot af . 1992).

La polimerasa PB1 es codificada por el segmento 2 del RNA, funcionando en el complejo RNA
polimerasa como proteina responsable de la elongacién del RNA mensajero viral. La polimerasa PB2 es
codificada por el segmento 1 del RNA y desempefia su papel en la sintesis del molde completo del RNA viral
con sentido negativo. La polimerasa PA es codificada por el segmento 3 del RNA y existe evidencia de su
posible rol como proteina kinasa ¢ como protelna desenvelvedora (Murphy y Webster 1990, Webster ot a/,

1992).

La HA es una proteina integrada a la envoltura, es el principal antigeno de la superficie del virién y
es responsable de la unién de los viriones al receptor celular (Rott 1992, Perdue et al 1996). La HA se
codifica en e} segmento 4 del RNA viral (Kingsburry 1890, Murphy y Webster 1890, Webster ot al. 1992). El
paso final del procesamiento es la divisién de Ja HA en dos subunidades, HA1 y HA2, conectadas por
puentes de disulfuro; la HA no dividida se denomina HAO. Actualmente en la naturateza, hay reconocidos 15
subtipos de HA {de H1 a H15), los cuales difieren en al menos 30% en la secuencia de aminoécidos de H1 y

no muestran reactividad serolégica cruzada.

Debido a la propensién al error de la actividad de la RNA polimerasa, la HA del virus de influenza
estad sujeta a una tasa muy alta de mutacién, estimada de 2 x 10°® sustituciones de base por posicién por
generacién viral, © como una sustitucién de base en el gen HA por generacién. La seleccién para la
sustitucién de aminoacidos es mediada al menos en parte, por la presién inmune, ya que la HA es &l blanco
principal de la respuesta inmune del hospedero. Aunque los aminodcidos en el sitio de recepcién-unidn, asi
como la cistina y la mayoria de los residuos de prolina, son altamente conservados, el resto de la molécula

de HA es altamente mutable (Murphy y Webster 1990, Webster of al. 1992).




Dos grupos de virus de influenza han sido aislados de aves domésticas. E! primer grupo de virus,
incluye los subtipos HS y H7 que pueden ser altamente patégenos (AP) y causar del 75 al 100% de
mortalidad. El segundo grupo de virus de baja patogenicidad (BP) con los otros subtipos de HA y NA,
pueden causar o no mortalidad en infecciones experimentales. El determinante mayor de ia diferencia en
virulencia entre los dos grupos de virus es la susceptibilidad de la HA a la accin de las proteasas celulares
que la dividen en HA1 y HA2 (Rott, 1992, Alexander et al. 1996, Perdue el &l. 1996). La HA es la proteina
responsable de la unioén del virus a las células que contienen dcido silico, que actia como sitio receptor.
También, se involucra en la fusion de la envoltura viral a las membranas celulares a través de un segundo
receptor hipotético, formando un puente entre la membrana y la envoltura viral, lo que permite la
penetracion de la nucleocépside a la célula (Connor et &/. 1994). Para que este mecanismo se lleve a cabo,

es necesario que la molécula de HA sea dividida por accién enzimatica en HA1 y HA2 (Rott, 1882).

La nucleoprotelna (NP) se codifica en el segmento 5 del RNA. La proteina es transportada al nucleo
de las células infectadas donde se une y encierra al RNA viral. La neuroaminidasa (NA), codificada por el
segmento 6 del RNA viral, es también una glicoproteina integrada a la envoltura y el segundo antigeno
mayor de la superficie de! virion. Su funcién es la de liberar las particulas virales de los receptores celulares
del hospedero, permitiendo que la progenie viral escape de la célula que los origind y en consecuencia,
facilitar la diseminacidn del virus (Murphy y Webster 1990, Webster et al. 1892). Nueve sublipos de NA (de

N1 a N9} han sido identificados en la naturaleza, careciendo de reactividad serolégica cruzada.

La mezcla genética de los virus de influenza A en las aves acudticas provee toda la diversidad
requerida para que se generen virus de influenza que pueden llegar a ser pandémicos para humanos, otros
animales y aves (Easterday y Hinshaw 1991). En humanos, cerdes y caballos, los virus de influenza A se
encuentran en evolucidn constante. En aves acuéticas silvestres, los virus de influenza parecen estar
completamente adaptados a sus hospederos sin causar signos de enfermedad (Murphy y Webster 1990,

Webster of al. 1992).

Los cambios son mas prominentes en las glicoproteinas de superficie de los virus, pero también
ocurren en cada uno de los ocho segmentos genéticos de los géneros A y B. Los resultados variables de la
acumulacién de cambios moleculares en los ocho segmentos del RNA, pueden ocurrir por diferentes
mecanismos incluyendo: (i} mutaciones de punto (viraje antigénico), (ii) reordenamiento genético (viraje
genético), (iii) particulas defectivas de interferencia y (iiif) reasociacién del RNA. Cada uno de estos

mecanismos puede contribuir a la evalucién de los virus de influenza (Murphy y Webster 1880).




Las mutaciones, incluyendo sustituciones, delecciones e inserciones, son las mas importantes para
producir variacién entre los virus de influenza. La falta de un mecanismo de lectura segura de las RNA
polimerasas contribuye a la replicacién errénea, en contraste con la mayor fidelidad de replicacion dada por
las DNA polimerasas. Cada ronda de replicacion del virus da como resultado una poblacién mixta con
muchas variantes, muchas de ellas letales, pero con algunas se tienen mutaciones potencialmente
ventajosas que pueden llegar a dominar bajo condiciones correctas de seleccién (Webster af al. 1992). Lo
sorprendente de los recientes estudios del virus de influenza no es la extensién de la variacion genética, sino
la aparente estabilidad genética de los reservorios del virus de influenza en las aves acudticas. Dado que los
virus de influenza tienen genomas segmentados, la reasociacién de estos segmentos es importante para
producir diversidad rapidamente (Kingsburry 1990). La evidencia de que todos los virus actuales de
influenza en mamiferas son probablemente derivados de aves acuéticas, indican qua una extensa mezcla
genética del virus existe, para dar lugar a futuros virus que puedan afectar a mamiferos en la naturaleza

(Easterday y Hinshaw, 1991).

Los virus de influenza A son de particular interés para los médicos velerinarios, debido a que
infectan diferentes especies de mamlferos y aves. En mamiferos, las manifestaciones clinicas son el
resultado de infecciones localizadas en el epitelioc del tracto respiratorio. En contraste con cuadros
asintomaticos observados en aves infectadas con virus de BP, que replican en forma localizada en las
mucosas, ¢ bien infecciones sistémicas fatales causadas por variantes de AP del virus (Rott 1892). La
enfermedad se detecta cuando hay un incremento significativo en la monrtalidad, asociada a un cuadro
sistémico y en las aves de postura ademas una disminucién marcada en la produccién de hueva (Garcla ef
al. 1995a, Hernandez ef al. 1995a). Los signos clinicos de la 1A son extremadamente variables y dependen
de la especie afectada, edad, sexo, infecciones asociadas y factores ambientales. Algunos signos asociados
incluyen: postracién, disminucién en el consumo de alimento, pérdida de peso, signos respiratorios de leves
a severos, lagrimeo excesivo, edema de |a cabeza y cara; cianosis de cresta, barbillas y metatarsos;
desdrdenes nerviosos y diarrea (Casaubon ef al 1996, Easterdar y Hinshaw 1991, Harley et al. 1990,
Hernandez ef al. 1995a, Monroy st &l. 1995). En algunos casos la enfermedad es sobreaguda y las aves son
encontradas muertas sin signos previos, ya que los periodos de incubacién para las diferentes
manifestaciones clinicas causadas por este virus, son extremadamente variables, pudiendo ir de pocas

horas a 2 6 3 dlas (Easterday y Hinshaw 1991).

La notificacién oficial de la presencia de |a IA en México por parte de [a Direccién General de Salud
Animal de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Desarrollo Rural, fue el 23 de mayo de 1984, con el

aislamiento de tres cepas de virus de |A procedentes de granjas avicolas de los estados de Querétaro,




Hidalgo y México, que fueron identificadas posteriormente como H5N2 de BP. La IA hasta ese momento era

considerada como un enfermedad exética en el pals (Garcia et af . 1995¢c, Campos ! al. 1996).

Vera (1995) describe el aislamiento y caracterizacién de un virus de la familia Orthomixovinidae en
coinfeccién con el virus de la bronquitis infecciosa en una granja de 3,000 aves de engorda de edades
multiples, ubicada en el municipic de Valle de Bravo, México. Posteriormente comprobd que se trataba de un
virus de influenza A, por medio de pruebas de inmunofluorescencia con anticuerpos monoclonales sobre
células infectadas y demostrando que se comportaba como una cepa de BP, mediante el desafio

intravenoso en aves susceptibles.

Como consecuencia de la presencia de la |A en México, se inici6 un programa de muestreo
serolégico y virolégico para identificar las zonas avicolas del pais afectadas. En ese momento el virus no
representaba un riesgo directo, pero por antecedentes se sabla que este tipo de virus podria mutar de baja

a alta patogenicidad (Campos et al.1996).

Durante Jos meses de junio a diciembre de 1994, se desarrollaron acciones de: verificacién de
parvadas y granjas libres, aprobacion de laboratorios de diagnéstico y médicos veterinarios, vigilancia
serolégica y virolégica, aumento de la bioseguridad en granjas, la publicacién quincenal del boletin
informativo sobre influenza aviar de BP y la Norma Oficial Mexicana para la Campafa Nacional contra la

Influenza Aviar (Campos st a/.1996).

€l 13 de ensro de 1995, fue confirmado por el Laboratorio de la Comisién México-Estados Unidos
para la Prevenci6n de la Fiebre Aftosa y otras Enfermedades Exdticas de los Animales, el diagnéstico de un
virus H5N2 de AP en tres granjas de postura comercial del estado de Puebla y posteriormente durante el
mismo mes en el estado de Querétaro, afectando a 500,000 reproductoras pesadas. El 23 de enero del
mismo afo, en el Diario Oficial de la Federacién aparecieron los lineamientos para la activacion del

Dispositivo Nacional de Emergencia de Sanidad Animal (DINESA).

En el Centro Nacional de Investigaciones Disciplinarias en Microbiologia Veterinaria del Instituto
Nacional de investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias {CENID-Microbiologfa, INIFAP), se iniciaron
los trabajos de investigacién encaminados a la evaluacion de vacunas para prevenir los efectos
debastadores de la enfermedad en las aves domésticas. Con base en los resultados obtenidos por
Hern&ndez ef al. (1995a) respecto a que una dosis de vacuna inactivada, emulsionada, pudo proteger a las

aves contra una exposicion del virus de AP, se autorizd la vacunacidn, con lo cual México fue el primer pais




en el mundo en recurrir al empleo de una vacuna contra el subtipo HSN2 del virus de |A, como medida de

control.

La vacuna no previno la infeccién ni la eliminacién virat que pudo ser detectada hasta 21 dias post-
desaflo (PD) y en cantidad suficiente para causar la muerte de aves susceptibles puestas en contacto
(Hernandez st af, 1995b). Posteriormente se realizaron una serie de trabajos en los que se corroboré que las
vacunas de |A producidas en México e inactivadas con f-propiolactona, inducen proteccién del 100% a una

dosis de desafio de 1 x 106‘6

DLPsgp, a los 14 dlas post-vacunacion (PV), mientras que las vacunas
inactivadas con formalina confieren una proteccién del 100% a partir de los 21 dlas PV y que las vacunas
combinadas IA-Enfermedad de Newcastle brindan una adecuada proteccién a los 21 dias PV. Se aprecié
ademés, que los tftulos de anticuerpos PV, en el suero de las aves, parece no ser indicativo de proteccion,
ya que aves vacunadas, sin anticuerpos detectables por la prueba de inhibicién de la hemoagiutinacion,

fueron protegidas al desafio con cepas de AP {Garcia et al. 1885a b ¢ d, Palacios et a/. 1986 ).

Al evaluar la eficacia de la aplicacién de la vacuna de IA en pollos de engorda con y sin anticuerpos
maternos, se encontrd una proteccién adecuada 21 dias PV al desafio en aves sin anticuerpos maternos
vacunadas al dia de edad. En aves vacunadas al octavo dia de edad la proteccion fue adecuada a los 14
dias PV (Rodriguez et a/ 1995 Rodriguez et a/ .1998a b). Herndndez et al. (1996a b), evaluaron la
proteccién conferida por cuatro vacunas de IA en codornices, ya que previamente se aisld una cepa del virus
de |A de esta especie que causd alta mortalidad y signos nerviosos en una granja de 5,000 animales. Este
grupo de investigadores, lograron determinar que la cepa aislada de codornices no produce mortalidad ni

signos clinicos por si misma en pollos y codornices.

Mediante estudios realizados con anticuerpos monoclonales, la H5 muestra 5 epitopos definidos. La
inmunizacién en pollos contra |1A ha demostrado la induccidn de anticuerpos hacia tres epitopos altamente
inmunogénicos, los cuales son importantes para la proteccién al desafio con cepas de AP. Los anticuerpos
producidos contra los otros dos epitopos parecen ser de baja avidez y reducida afinidad (Garcia el &l

1995a).

Los aislamientos realizados en los dos brotes de AP en México identificados como
A/Chicken/Puebla/14585-622/94 (H5N2) y A/Chicken/Querétaro/14588-19/95 (H5N2), fueron estudiados por
Cer6n of al. (1986), demaostrando que la secuencia de aminoacidos en el sitio de rompimiento de la HA, en
ambas demostré el motivo (P-G-R-K-R-K-T-R {1 G), en donde cada R y K representan aminoacidos basicos,

compatible con virus de alta patogenicidad. Al compararse con otras cepas internacionales, los virus




aislados en México mostraron la misma secuencia que la cepa A/Turkey/England/92-60/91 (H5N1). Mediante
la prueba tradiciona! de patogenicidad en pollos, se comprobd que ambas cepas causaron la muerte de!
100% de las aves inoculadas por via endovenosa e intramuscular independientemente de la dosis
administrada. El patrén de reaccién mediante la prueba de inhibicién de la hemoaglutinacién con anticuerpos

monocionales, mostrd algunas diferencias entre estas cepas.

Con base en estos resultados, Monroy et al. (1985) realizaron un estudio para diferenciar los signos
clinicos y lesiones producidas por estas dos cepas de AP en pollos Leghor, Indian River y Rhode Island;
encontrando en el examen histopatol6gico gliosis difusa, satelitosis, neuronofagia e infiltrado perivascular
linfoide en encéfalo; en pancreas se encontraron extensas areas de necrosis licuefactiva con focos linfoides;
notable despoblacién linfoide en bolsa de Fabricio, bazo y timo; dermatitis ulcerativa y necrética con
infiltrado difuso de heterdfilos en cresta y barbillas; infiltrado intersticial multifocat de linfocitos en tejido renal

e infiltrado linfoide difuso en la zona glandular del proventriculo.

Posteriormente, Casaubon ef al. {1998) informan que pollos Leghorn e Indian River inoculados
experimentalmente con la cepa A/Chicken/Querétaro/14588-19/1995 (HS5N2), no presentaron cambios
significativos en higado, pancreas y rifion, salvo hiperemia leve a moderada con algunas hermorragias, en
érganos linfoides predominé hiperemia, atrofia moderada de la bolsa de Fabricio y necrosis puntiforme en
bazo, ademas de encontrar gran cantidad de pigmento de origen hematico disperso en capilares
subepidérmicos. Al estudio ultraestructural observaron grandes acumulos de virus en el interior de extensas
cisternas localizadas en e! citoplasma de heterdfilos, leucocitos mononucleares, células endoteiiales y

pequefios grupos en el nucleo y membrana celular.

En un estudio anterior Hooper {1989) encontrd, en pollos inoculados con la cepa
AfChicken/Victoria/A185/85 {H7N7), edema de barbillas y cresta, acompafiado de infiltracién heterofilica,
despoblacion linfoide en timo, necrosis de linfocitos peri-epiteliales en pulmones y tonsilas cacales, focos de
necrosis en cerebro con reaccién de la gliosis y picnosis, pérdida de linfocitos en bolsa de Fabricio y focos
de necrosis coagulativa en pancreas. Lalithankunjamma et al. (1991) estudiaron los efectos del virus de 1A
en los embriones de pollo, los cuales presentaron cambios degenerativos a nivel vascular y celular, con

congestién y migracién de heterdfilos.

Swayne y Slemons (1992) emplearon la técnica inmunchistoquimica con avidina-biotina-
inmunoperoxidasa en tejidos fijados en formalina e incluidos en parafina, localizando la nucleoprotelna viral

en el nicleo y citoplasma de las células de los tubulos renales. En 1994, Swayne el al., informan gue la



mortalidad en pollos inoculados endovenosamente con la cepa A/Chicken/Alabama/7395/75 (H4NS), se
asocld con falla y dafio renal severo. La infeccién con este virus resulté en 44% de mortalidad, reduccién de
ganancia de peso y necrosis de los tubulos renales proximales y/o nefritis tabulo intersticial. En pollos de
cinco semanas se presenté uremia, hipercalcemia e hiperfosfatemia, comprobando que se trata de una cepa

nefropatogénica que causd lesiones mas severas en aves Legharn que en pollos de engorda.

Kodihalli et al. (1994) realizaron un estudio para evaluar el efecto de fa infeccién del virus
AfTurkey/Minnnesota/534/78 (HBN1) sobre la funcién fagocltica de los macréfagos sistémicos y los
macr6fagos pulmonares de pavos, encontrando que la capacidad funcional de los macréfagos pulmonares
estd comprometida, predisponiendo a los pavos a2 infecciones bacterianas secundarias, los cambios
histopatolégicos en la traquea fueron mas pronunciados a los 6 dlas Pl y no detectaron cambios

significatives en el parénquima pulmonar.

Van Campen of al. (1988 ) informan que pollos inoculados con la cepa altamente patdgena
ATurkey/Ontario/7732/66 (HSNS), mostraron linfopenia severa, altos titulos virales en érganos linfoides,
acompafiado de dafio severo en las poblaciones de linfocitos y pusieron de manifiesto, mediante la técnica
de avidina-biotina-inmunoperoxidasa, la nucleoproteina viral en los linfocitos afectados en estados

tempranos de la infeccion.

En 1989, se observd que la cepa A/Chicken/Pennsylvania/1370/1983 (H5N2) replica en células del
parénquima de varios 6rganos del ave, especialmente en el epitelio respiratorio, cerebro, rifién, masculo y
sistema linfoide; pero no se describié la localizacién en endotelios vasculares, para lo cual Brown ef al
{1992) realizaron un estudic empleando la técnica de inmunohistoquimica, encontrando que esta cepa tiene
afinidad por los endotelios de los capilares, corazén y encéfalo; la afinidad varié dependiendo de la edad y el

tipo de aves.

Mo et al. (1997} empleando la técnica de inmunohistoquimica, comparan los cambios patoldgicos y
la distribucion del antigeno viral en polics inoculados experimentalmente con cepas de BP y AP. Los pollos
inoculados con cepas de AP (A/Chicken/Pennsylvania/1370/83 (HSN2), A/Chicken/Victoria/A185/85 (HN7) y
A/Turkey/Ontario/7732/66 (HSN2) ), tuvieron diferentes signos clinicos y la nucleoproteina viral se demostré
en células del corazén, pancreas, rifion, cerebro, traquea, pulmén y mascuto esquelético; por ! contrario, en
los pollos inoculados con l!as cepas de BP (A/Chicken/Pennsilvanya/21625/83 (HSN2) vy
AJChicken/Alabamas7395/75 (H4NB) ), la replicacién viral pudo ser demostrada unicamente en el tracto

respiratorio y digestivo; en muchas aves no se produjeron lesiones pero existié evidencia serclégica de




infeccién. De estos estudios es aparente gue cada cepa de virus de |A tiene diferente afinidad por los tejidos

y varfa el tipo de lesiones.




1.2 Justificacién

Las bases moleculares de la virulencia de los virus de influenza A han side extensamente
estudiadas y se han realizado varios trabajos en donde se describen los cambios que causan los diferentes
subtipos del virus en las etapas avanzadas de la enfermedad. Se ha demostrado también, que los virus
altamente patégenos se replican y pueden ser recuperados de una gran variedad de érganos; pero aun no se
conoce cuales son los eventos que se suceden en los tractos respiratorio y digestivo durante las primeras
horas post-exposicién por via respiratoria a una cepa de AP en pollos susceptibles o inmunizados contra el
virus. Asf mismo, no se sabe si las aves inmunizadas desarrollan viremia, ya que se ha demostrado
previamente que aves vacunadas y desafiadas eliminan virus hasta 21 dias post-desafio en secreciones

respiratorias y excretas.

1.3 Hipétesis

En aves susceptibles a influenza aviar, las cepas altamente patdgenas det virus llevan a cabo una
primera fase de replicacién en las células epiteliales del tracto respiratorio superior e intestino delgado,
posteriormente se produce una fase de viremia y asi el virus es diseminado a todas las células del
organismo, causando la muerte del animal. Por el contrario, en aves con anticuerpos inducidos por
vacunacién, el virus se replica dnicamente en células epiteliales de los tractos respiratorio y digestivo, sin

producirse viremia con lo cual se previene la mortalidad.
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1.4 Objetivo

Contribuir al conocimiento de la patogenia del virus de influenza aviar (HSN2) altamente patégeno

en polios susceptibles y pollos inmunizados contra el virus.

1.4.1 Objetivos especificos

1.- Describir la patogenia de la influenza aviar aftamente patégena durante las primeras 72 horas post-
exposicién al virus en aves libres de patégenos especificos, a partir de la descripcién de los cambios
morfolégicos y fa determinacidn de los sitios primarios de replicacion viral empleando la tacnica de

inmunohistoquimica.

2.- Determinar si los cambios que se suceden en los tractos respiratorio y digestivo durante las primeras
etapas de la infeccion con el virus de infiuenza aviar altamente patégeno tienen el mismo patrén en aves

susceptibles y en aves con anticuerpos inducidos por vacunacién.

3.- Determinar el momento en que se sucede la primera viremia en aves susceptibles y conocer los titulos

virales circulantes.
4 - Conocer si las aves con anticuerpos contra influenza aviar, inducidos por vacunacién desarrollan viremia

después de la exposicién por via respiratoria a una cepa altamente patégena del virus, mediante Ia

demostraci6n y titulacién del virus circulante en sangre.

1




2.-MATERIAL Y METODOS

2.1 Lugar

El trabajo se realizé en las instalaciones del laboratorio y de las unidades de aislamiento de aita
seguridad del Proyecto Estrategias para el Control y Erradicacién de la influenza aviar en México, CENID-

Microbiologla, INIFAP, ubicadas en el Km 15.5 de la Carretera Federal México-Toluca, Palo Alto,

Cuajimalpa, México, D.F.

2.2 Animales de experimentacién y alojamiento

Aves Leghorn, machos y hembras, libres de patégenos especificos (Aves Libres de Patogenos
Especificos, S.A., Tehuacan, Puebla) de un dia de edad. Las aves se mantuvieron en baterias
convencionales con calefaccién local proporcionada por focos infrarrojos, recibieron alimento comercial no
medicado, agua ad fibitum y se identificaron individualmente con una grapa en el ala. Las aves se alojaron
en unidades de aislamiento con sistema de filtracién a presion negativa, filtros absolutos y una cortina de
luz ultravioleta a la salida del aire para evitar escape de virus, Los grupos de aves fueron manejados de

manera independiente y apegandose a estrictas normas de bioseguridad.

2.3 Disefio experimental

Se formaron dos grupos de 100 aves cada uno. Los grupos se mantuvieron en unidades de

aislamiento independientes. Uno de los grupos fue inmunizado contra IA y el otro permanecio sin inmunizar.

2.4 Vacunacién

A los 8 dias de edad las aves de uno de 1os grupos (aves inmunizadas, Av-Inm} se inmunizaron por
via subcutdnea en el tercio medio posterior del cuello con 0.5 ml de una vacuna comercial preparada con la
cepa A/Chicken/CPA-238/94 (HSN2), apatégena, inactivada y emulsionada en aceite mineral. Las aves del

otro grupo permanecieron sin inmunizar (Aves susceptibles, Av-Susc).
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2.5 Serologla

Alos 0, 7, 14 y 21 dias PV, se seleccionaron aleatoriamente 50% de las aves de cada grupo, de las
cuales se tomo una muestra de sangre de [a vena braquial, para la obtencion de suero. Este se separd por
los métodos convencionales y fue almacenado a -20° C. La titulacién de anticuerpos inhibidores de la
hemoaglutinacion especificos contra |A, se realizé mediante la técnica de inhibicién de la hemoaglutinacién
{IH) segan lo descrito en la Norma Oficial Mexicana NOM-044-Z00-1995, Campafa Nacional contra la
influenza Aviar, utilizando como antigeno a la cepa A/Chicken/CPA-238/94 (H5N2) inactivada con p-
propiolactona. Se utilizd un suero testigo negativo y uno pasitivo de referencia al momento de realizar Ja

prueba.
2.6 Inoculacién con una cepa altamente patégena de Influenza Aviar

A las cuatro semanas de edad, ambos grupos de aves fueron inoculados con 0.2 mi/ave de liquido
alantoideo infectado con la cepa A/Chicken/Querétaro/14588-19/95 (H5N2) altamente patégena con un titulo
viral de 1 x 103 DLEP50/0.2 mi. El desaflo se realizé, instilando el llquido alantoideo directamente dentro de
{as fosas nasalas, con un catéter de teflén adaptado a una jeringa,; el tiempo transcurrido de 1a inoculacién

de la primera ave con respecto a la ditima no excedié de 10 minutos.

L.a cepa A/Chiken/Querétaro/14588-19/95 (HSN2) fue aislada en enero de 1995 de una parvada de
reproductoras pesadas, que presentaron cese total de la produccién de huevo y lesiones compatibles con |A
AP. Es una cepa altamente patégena, con aita eficiencia para producir placas en cultivos de fibroblastos de
embrién de pollo, altamente letaf en pruebas de patotificacion en pollos y con una secuencia de aminoacidos
en el sitioc de rompimiento de la hemoaglutinina compatible con los virus de AP (P-G-R-K-R-K-T-R { G),

correspondiente a (... .Pro-Gli-Arg-Lis-Arg-Lis-Tre-Arg 4 Gli...).

2.7 Coleccién de sangre para aislamiento viral y muestras de tejidos para histopatologia e

inmunohistoquimica

Considerando ¢! momento de la inoculacién como la hora cero, se tomaron aleatoriamente 3 aves
de cada grupo a las 2, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 40, 44, 48, 52, 56, 60, 64, 68 y 72 horas post-
inoculacién (hpi). De cada ave se tomd una muestra de sangre directamente del corazén en una relacién 1:1
(viv) en anticoagulante de Alseaver estéril. Las aves fueron sacrificadas, se realizé la necropsia y se

tomaron muestras en formalina amortiguada al 10% (pH 7.0) de: cresta, timo, cornetes nasales, laringe,
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traquea, pulmén, proventriculo, porcién media de ducdeno y pancreas, tonsilas cecales e [leon y boisa de
Fabricio. Antes a esto, a los 20, 40, 60 y 80 minutos post inoculacién, se tomaron 3 aves de cada grupo, de

Jas cuales unicamente se tom¢ fa muestra de sangre.

Las muestras de organos tuvieron una fijacion en formalina de 24 a 48 horas, posteriormente
fueroh deshidratadas con alcoholes e incluidas en parafina a 56° C (Paraplas X-TRA Tissue embedding
medium, Oxford, St. Louis, Mo.). Se realizaron cortes de 5 um de grosor, que se tifieron con hematoxilina-

eosina (H&E) y cortes sin tefiir se emplearon para la técnica de inmunohistoquimica.

2.8 Técnica de inmunohistoquimica para localizacién de nucleoproteina viral:

2.8.1 Complejo avidina-biotina-peroxidasa con anticuerpos monoclonales

Se utilizé un kit comercial {Vectastain Elite ABC Kit, Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA.),
siguiendo ios procedimientos indicados por el fabricante con ciertas modificaciones: 1) la actividad de la
peroxidasa enddgena se bloqueé con una solucion al 0.3% de H:0: en metanol por 10 minutos a
temperatura ambiente, 2) los cortes fueron bloqueados con suero normal de caballo al 10% por 10 minutos,
3) el anticuerpo primario fue un monoclonal contra nucleoproteina viral (proporcionado gentiimente por la
Doctora Virginia S. Hinshaw, College of Veterinary Medicine, University of Wisconsin-Madison, Wisc.) a una
dilucién de 1:800 por 40 minutos a temperatura ambiente 4) el anticuerpo secundario fue un anti-ratdn
biotinilado (Anti-Mouse |9G, preparado en caballe, Vector Laboratories), 5) el cromégene empleado fue 3,3
diaminobenzidina (DAB Sustrate Kit, Vector). Los tiempos de incubacién fueron a temperatura ambiente en

una camara hameda. Todos los lavados se realizaron con solucidn salina fosfatada pH 7.2.

2.8.2 Complejo avidina-biotina-peroxidasa con anticuerpos policlonales producidos en cabra

Se realizd el procedimiento descrito anteriormente, pero con modificaciones: 1) la actividad de la
peroxidasa endégena se bloqueé con una solucién al 3% de H2O; en metanol por 5 minutos, 2) los cortes
fueron bloqueados con suero norma! de caballo al 20% por 10 minutos, 3) comeo anticuerpo primario se
empled un suero policlonal contra la nucleoprotefna viral producido en cabra (proporcionado gentilmente por
el Doctor Robert G. Webster, St. Jude Children's Research Hospital, Memphis, Tennessee) a una dilucién
de 1;100 por 40 minutos a temperatura ambiente, 4} el anticuerpo secundario fue un anti-cabra biotinilado
{Anti-goat 1gG, preparado en caballo, Vector Laboratories), 5) el cromégenc empleado fue 3.3

diaminabenzidina (DAB Sustrate Kit, Vector).
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2.8.3 Complejo avidina-biotina-peroxidasa con anticuerpos policlonales producidos en pollo

En este caso, el procedimiento tuvo tas siguientes modificaciones: 1) la actividad de la peroxidasa
enddgena se bloqueé con una solucién al 3% de Hz02 en metanol por 10 minutos, 2} los cortes fueron
bloqueados con suero normal de cabra al 20% por 10 minutos, 3) como anticuerpo primario se empled un
suero policlonal contra el virus de influenza aviar producido en pollos libres de patdgenos especificos
(CENID-Microbiologia, INIFAP) a diluciones de 1:10 a 1:200, 4) el anticuerpo secundario fue un anti-pollo
biotinilado {Anti-chicken IgG, elaborado en cabra, Vector Laboratories), 5) el cromégeno empleado fue 3,3'
diaminobenzidina {DAB Sustrate Kit, Vector). Los cortes con el anticuerpo primario se incubaron a 4°C por

24 horas.

2.8.4 Sistema de amplificacién de biotina-estreptavidina-fosfatasa alcalina

El montaje y realizacién de la técnica se efectué en el United States Department of Agriculture,

Agricultural Research Service, Southeast Poultry Research Laboratory, Athens, Georgia.

Se montd la técnica descrita por Slemons (1990) con mofificaciones de Swayne (1995);. 1) se
efectiio la recuperacion de! antigeno viral, mediante el calentamiento de los cortes en horno de microondas
en una solucidn de citratos pH neutro (Antigen Retrieval Citra Solution, BioGenex, San Raman, CA}, 2) el
anticuerpo primario fue un monoclonal contra nucleoproteina viral (proporcionado gentilmente por la Doctora
Virginia S. Hinshaw, College of Veterinary Medicine, University of Wisconsin-Madison, Wisc.) a una dilucién
de 1.2000 por 24 horas a 4% C, 3) se empled un sistema comercial de amplificacién de biotina-
estreptavidina-fosfatasa alcalina (Super Sensitive Immunodetection System, inmunoglobulinas biotiniladas
contra anticuerpos de ratén, conejo, cuye y rata, Biogenex, San Ramon, CA), 4) el cromogeno empleado fue

nueva fushina (New Fuchsin Substrate Pack, BioGenex).

2.8.5 Sistema de amplificacién de biotina-estreptavidina-fosfatasa alcalina con anticuerpos

policlonales producidos en conejo
Se realizé la técnica descrita en el parrafo anterior, pero empleando un suero policlonal contra el

virus de influenza tipo A, hecho en conejo a una dilucidn de 1:100 (CENID-Microbiologia, INIFAP). Para la

preparacién de los anticuerpos policlonales se empled como antigeno al virus de 1A A/Chicken/México/CPA-
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238/94 (H5N2) de baja patogenicidad. El virus se purificd por ultracentrifugacién en un gradiente continuo
de sacarosa. Se inocularon tres conejos Nueva Zelanda machos, con 10,000 unidades hemoaglutinantes
(UH) de virus purificado en adyuvante completo de Freund (Sigma) via subcutanea; posteriormente, los
animales fueron inoculados en dos ocasiones mas con 10,000 UH de virus por via subcutanea, con un
intervalo de dos semanas entre cada inoculacién. Siete dias después de la Gltima inoculacién, los conejos
fueron sangrados y se realizé una mezcla de los sueros. El suero policlonal tuvo reaccién contra la
nucleoprotelna viral en las pruebas de inmunodifusion en gel y contra la hemoaglutinina viral en las pruebas

de inhibicién de la hemoaglutinacién.

2.86 Sistema de deteccién de biotina-estreptavidina-fosfatasa alcalina con anticuerpos

monoclonales y policlonales producidos en conejo

Se modificd la técnica descrita por Slemons {1990) y Swayne (1895). 1) se efectlio la recuperacion
del antigeno viral, mediante la digestién de los tejidos con proteinasa K (Dako Corporation, Carpinteria, CA)
y el calentamiento de los cortes en bafio Maria a 90°C por 20 minutos en una solucién de citratos pH neutro
{(Antigen Retrieval Citra Solution, BioGenex, San Ramon, CA.), 2) el anticuerpo primario fue el monoclonal
contra nucteoproteina viral (proporcionado gentilmente por ia Doctora Virginia S. Hinshaw, College of
Veterinary Medicine, University of Wisconsin-Madison, Wisc.) a una dilucién de 1:2000 y el suero policlonal
de conejo a una dilucién de 1:100 (cada anticuerpo se utilizé de forma independiente), los cortes se
incubaron 24 horas a 4° C, 3) se empled un sistema comercial de biotina-estreptavidina-fosfatasa alcalina
(DAKO LSAB 2 Kit, Alkaline phosphatase, inmunoglobulinas biotiniladas contra anticuerpos de ratén y

conejo, Dako), 4) el cromdgeno empleado fue nueva fushina (Dako) .

En todas las técnicas anteriores se utilizaron como controles positivos y negativos 6rganos incluidos
en parafina y laminillas donadas por el Doctor David E. Swayne {Southeast Poultry Research Laboratory,

Athens, Georgia).

2.9 cCalificacién de lesiones

Al efectuarse el estudio microscopico de ias muestras de érganos, las lesiones fueron calificadas
con un método numérico de acuerde a su severidad (1=leve, 2=modarada, 3=severa), extensién
(1=pequefia, 2=moderada, 3=amplia} y cantidad (1=escasa, 2=mocderada, 3=abundante) La media
histolégica de lesiones (MHL} por érgano y grupo, se calculd al sumar las calificaciones correspondientes a

las lesiones observadas en cada drgano y dividirlo entre el nimero de pollos muestreados por grupo y por
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tiempo.
2.10 Aislamiento e identificacion viral

Las muestras de sangre se dividieron en dos partes; una de las partes sirvié para realizar el
aislamiento viral y la otra, se conservd a -70° C para la titulacién viral. Para aislar el virus, se inocularon
embriones libres de patégenos especificos de 9 a 11 dias, via cavidad alantoidea con 0.2 ml de cada
muestra, Los embriones fueron incubados a 35° C por 48 a 72 horas. Los embriones que no murieron
durante las 72 horas, fueron sacrificados a 4% C durante 12 horas. La identificacion viral se realizé mediante
las pruebas de hemoaglutinacion rapida en placa y la de inhibicién de la hemoaglutinacién con antisuero

especifico. La mortalidad embrionaria de las primeras 24 horas fue descartada.

2.11 Titulacién viral

Se realizé una mezcia en partes iguales de las muestras de sangre positivas al aislamiento viral de
aves de! mismo grupo y hora de muestreo. Se empleé la mitad correspondiente de ia muestra que habla
permanecido congelada a -70° C. Se realizaron diluciones décuples seriadas de 10" a 10™"° de la sangre en
solucién salina fosfatada pH 7.2 (considerando que la muestra se encontraba en una dilucién de 1:2 en el
anticuagulante de Alseiver) y con las cuales, se inocularon grupos de 5 embriones libres de patégenos
especificos de 11 dfas. Los embriones se inocularon con 0.2 ml de cada dilucién por via cavidad alantoidea
y se incubaron a 35° C hasta el momento de su muerte (48 a 72 horas), para comprobar que la mortalidad
embrionaria fue producida por e! virus, se realizaron las pruebas de hemoaglutinacién répida en placa y de
inhibicién de la hemoaglutinacién con antisuero especifico para IA de cada liquido alantoideo. La titutacion
viral se realizd con base a dosis letales para embrién de pollo al 50% (DLEPsp) por el método de Reed y
Muench (1938).
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3.- RESULTADOS

3.1 Respuesta a la vacunacion

La respuesta serclégica de las Av-Inm, después de la vacunacién, se presentan en el Cuadro 1. Los
resultados representan la media geométrica de los titulos de anticuerpos inhibidores de la hemoaglutinacion,
especificos para |A y el porcentaje de seroconversion en las aves. Los anticuerpos se detectaron a los 7 dias
PV en el 33% de las aves, mientras que a los 21 dias PV, el porcentaje de seroconversion fue del 100%. Las

Av-Susc permenecieron seronegativas a IA durante los 21 dlas.
3.2 Signos clinicos post-inoculacién

La manifestacién de signos cllnicos en las Av-Susc, comenzo a partir de las 32 hpi. Los signes de la
infeccién fueron variables y se hicieron mas evidentas conforme pasé el tiempo. Las aves presentaron
disminucion en el consume de alimento y agua, postracién, plumas erizadas, apnea leve, lagrimec, edema

de la cabeza leve, cianosis de cresta, barbillas y metatarsos; uno de los signos mas relevantes fue diarrea

verdosa a partir de las 48 hpi.

Las Av-Inm, no mostraron signos clinicos de la enfermedad después del desafio.
3.3 Mortalidad post-inoculacién

La mortalidad fue muy elevada en las Av-Susc en el curso de las 72 hpi; 4 aves murieron entre las
32-36 hpi, 10 aves entre las 52-56 hpi, 9 aves a las 60 hpi y 10 aves a las 64 hpi. L.as aves que murieron de
forma natural, no fueron consideradas para la toma de muestras y las aves que lograron sobrevivir después
de las 72 hpi, fueron sacrificadas al terminar el muestreoc.

En las Av-lnm, no hubo mortalidad después de la inoculacion.
3.4 Hallazgos a la necropsia

Los cambios macroscopicos mas importantes en las Av-Susc fueron: congestién en higado,

pancreas y rifion; en érganos linfoides, especialmente en el timo, congestién, presencia de petequias en

moderada cantidad y atrofia de moderada a severa; en el tracto respiratorio, se observé congestién de
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moderada a severa en cornetes nasales y laringitis catarral leve; las iesiones cutdneas de barbillas,
metatarsos, dedos y cojinete plantar, fueron las méas severas y consistieron en tumefaccién del epitelio con

acimulos de exudlado serchemorrégico subepitelial, con amplias &reas de necrosis y descamacion.
Las Av-Inm, no presentaron cambios patolégicos después de la inoculacion.

3.5 Hallazgos histopatoldgicos

3.5.1 Cornetes nasales, senos nasales y gldndulas salivales

Las lesiones encontradas al examen histolégico de las aves, fueron variadas y su severidad y
distribucién se incrementé conforme pasaron las hpi.. En ef Cuadro 2, se presentan los porcentajes de aves
con lesiones en cada uno de los grupos; en el Cuadro, los porcentajes corresponden al conjunto de aves

muestreadas en perlodos de 22 a 24 hpi durante las 72 horas del muestreo.

En las Av-Susc, el 38% de las animales muestreados durante las primeras 24 hpi, presentaron
rinitis no supurativa; mientras que entre las 28-48 hpi, la lesién se manifestd como rinitis hemorragica no
supurativa en el 50% de los animales y entre fas 52-72 hpi, el 100% de las aves tuvo ésta lesién. En las Av-
Inm, el ‘55% de los animales de las 52-72 hpi, presentaron rinitis no supurativa y sélo un 11% presenté rinitis

hemorragica no supurativa.

En los senos infraorbitarios, las lesiones en las Av-Susc, correspondieron a un proceso supurativo o

hemorragico (Cuadro 2), mientras que las Av-Inm, Gnicamente presentaron sinusitis no supurativa.

En el caso de las glandulas salivales palatinas, las Av-Susc, presentaron inflamacion no supurativa
y atrofia del epitelio glandular (Figuras 15 y 16}, mientras que las Av-Inm, Gnicamente tuvieron un proceso

inflamatorio no supurativo {Cuadro 2).

La figura 1 corresponde a la media histol6gica de lesiones (MHL) de los cornetes nasales, senos
infraorbitarios y glandulas salivaies, cada punto en la gréfica, representa ia MHL de tres aves en cada uno de
los grupos. Como se puede observar, existe diferencia numérica entre los dos grupos, ya que la MHL

representa la severidad, extensién y cantidad de las lesiones.
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3.5.2 Laringe

Ei porcentaje de Av-Susc, que presentaron laringitis no supurativa fue del 71% entre las 2-24 hpi,
89% entre las 28-48 hpi y 61% entre las 52-72 hpi (Cuadro 3}; en las Av-Inm, el porcentaje de aves con ésta
lesién fue menor, encontrdndose que hasta el 44% de las aves muestreadas entre las 52-72 hpi, no

presentaron cambios patolégicos significativos (Cuadro 3}).

En las Av-Suse, la laringitis no supurativa se acompafid de necrosis unicelular dispersa o apoptosis

en el epitelio; lesién que no se presentd en las Av-Inm,

La MHL correspondiente a la laringe se presenta en la figura 2; donde se puede observar que los
valores mayores son para las Av-Susc, ya que la MHL fue de 5.0 a las 4 hpi y 44 hpi, mientras que en las

Av-inm, los valores de la MHL fueron de 2.0 y 0.33, respectivamente.

3.5.3 Tréquea

En ambos grupos de aves, se presentd traqueitis no supurativa; siendo en las Av-Susc, donde hubo
mayor porcentaje de animales con ésta lesién {Cuadro 4). E! 78% de las Av-Inm, muestreadas entre las 52-

72 hpi, no mostraron cambios patolégicos significativos (Cuadro 4).

La figura 3, muestra la MHL correspondiente a la traquea, donde las Av-Susc tienen valores que van
de 0 a 2,llegando a ser de 2 a las 28 y 40 hpi; mientras que en las Av-Inm, el valor maximoesde talas 4y

60 hpi.

3.5.4 Pulmén

El porcentaje de aves que no presentaron cambios patolégicos significativos entre las 2-24 hpi, fue
del 43% en las Av-Susc y del 33% en las Av-Inm (Cuadro 5); entre las 52-72 hpi, el 33% de las aves en cada
uno de los grupos, no presentaron lesionas. El hallazgo que se encontré con mayor frecuencia en ambos-
grupos, fue hiperplasia linfoide bronquial; en las Av-Inm, el 72% de los animales entre las 28-48 hpi presentd
ésta condicion, mientras que en las Av-Suse, sélo el 28% de los animales la presentaron (Cuadro 5). En
ambos grupos se abservd bronquitis no supurativa; aunque en las Av-Inm, {nicamente se encontré entre las
2-24 hpi. Las Av-Susc, presentaron neumonia Instersticial no supurativa focal, que posteriormente se

manifesté como neumonia difusa en el 39% de las aves entre las 52-72 hpi.
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La MHL del pulmén se presenta en la figura 4, donde se puede observar que ambos grupos se
situan en una misma linea, con valores de la MHL que van de 0 a 1.66, lo que indica que aunque hubo

lesiones en puimén, estas fueron leves.

3.5.5 Proventriculo

Las lesiones encontradas en éste 6rgano, se localizaron en la mucosa y glandulas géastricas, sin
verse afectada la capa muscular o la serosa del mismo. En ambos grupos de aves, [as lesiones encontradas
fueron: inflamacién no supurativa de la mucosa, adencproventriculitis no supurativa, metaplasia y
descamacién del epitelio glandular, difatacién glandular y atrofia del epitelio de la mucosa. El Cuadro 6,
presenta los porcentajes de aves que presentaron las diferentes lesiones. Entre un 11 y 17% de las Av-Susc,
tuvieron atrofia de las glandulas; lesidn que no se observd en tas Av-Inm. El porcentaje de Av-Susc, con
atrofia de la mucosa fue de! 11% entre las 28-48 hpi y del 28% entre las 52-72 hpi; mientras que en las Av-

Inm, solamente el 11% de los animales muestreados entre las 52-72 hpi, tuvo atrofia de la mucosa.

La MHL en el proventriculo fue muy variada (Figura 5). En general, las Av-Susc tuvieron los valores
mas altos, presentdndose un pico a las 12 hpi y otro a las 20 hpi, con valores de 9.66 y 9.0,
respectivamente. En las Av-Inm, la MHL de las aves de las 2, 36, 680 y 64 hpi, fue mayor que en las Av-Susc,

incluso el valor de las 60 hpi es dos veces mayaor.

3.5.6 Duodeno

En ambos grupos de aves se encontraron lesiones en duodeno, pero con diferencias en los
porcentajes. En las Av-Susc, el porcentaje de animales con hemorragias, enteritis no supurativa y necrosis
unicelular del epitelio, fue mayor que las Av-tnm {Cuadro 7); mientras que en las Av-Inm, se presenté un
mayor porcentaje de aves con edema subepitelial y heterofilia. La necrosis unicetular dispersa del epitelio, se
presentd en el 44% de las Av-Susc entre las 26-48 hpi y en el 78% entre ias 52-72 hpi, contrastando con las

Av-inm, en donde solamente el 8% de los animales entre las 52-72 hpi, la presentaron (Cuadro 7).

En la figura 6, se puede observar que a partir de las 32 hpi la MHL de las Av-Susc es mayer a las Av-inm,
alcanzando un valor de 12.66 a las 56 hpi, para dospues descender a 8.16 a las 60 hpi y llegar a 7.0 a las 68
hpi. En las Av-Inm, la MHL se mantuvo en un rango que va de 3.16 a 6.0, mientras que en las Av-Susc, el

rango fue de 1.50 hasta 12.66.
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3.5.7 Pincreas

El porcentaje de animales que no presentaron cambios patolégicos significativos fue mayor en las
Av-inm, llegando hasta un 38% entre las 52-72 hpi, mientras que en las Av-Susc, sélo et 22% na tuvieron
cambios en el mismo periodo (Cuadro 8). Los hallazgos encontrados en ambos grupos fueron: menor
cantidad de granulos de ziméageno, presencia de acdmulos linfoides y necrosis unicelular dispersa; siendo
mayores los porcentajes en las Av-Susc. El 16% de las Av-Susc, entre las 52-72 hpi, presentaron

degeneracién vacuolar, lesidn que no se manifestd en las Av-lnm.

La MML del pancreas se presenta en la figura 7,donde se puede observar que ambos grupos se
mantienen en un rango que va de 0.33 a 2.66, hasta las 56 hpi. Las Av-Susc, presentaron un pico de 6.66 a
las 60 hpi, debido a que las tres aves presentaron menor cantidad de zimégeno y degeneracidn vacuolar

severa.

3.5.8 lleon

Las lesiones encontradas en el érgano, se localizaron exclusivamente en la mucosa y consistieron
en: hemorragias, enteritis no supurativa, heterofilia, necrosis unicelular dispersa del epitelio, edema en las
puntas de las vellosidades, fusién de vellosidades y atrofia de la mucosa (Cuadro 9). Una de las lesiones
mds severa y frecuente fue la necrosis unicelular dispersa del epitelio, que se presenté en el 11% de las Av-
Susc entre las 28-48 hpi, para aumentar al 78 % entre tas 52-72 hpi; mientras que en las Av-lnm, sélo un

22% de los animales entre las 52-72 hpi la presentaron.

La figura 8, muestra la MHL del ileon de ambos grupos de aves. Las Av-Inm, tuvieron una MHL de

7.33 a las 2 hpi, mientras que en las Av-Susc el valor fue de 4.0; posteriormente, las Av-Susc presentaron

los valores maximos entre las 52 y 60 hpi.

359 Timo

A partir de las 2 hpi, en ambos grupes, se presentaron hemorragias, heterofilia, apoptosis y atrofia

en la zona cortical. En las Av-Susc, el 100% de los animales después de las 28 hpi, presentaron apoptosis

en la zona cortical y despoblacién linfoide en la zona medular; en contraste con las Av-Inm, donde

Gnicamente se presentd apoptosis cortical, sin verse afectada la zona medular (Cuadro 10).
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La MHL del timo, se muestra en la figura 9, donde se puede observar que a partir de las 48 hpi hay
un incremento en los valores de la MHL de las Av-Susc y ésto debido a que a partir de ese momento la

apoptosis cortical, la despoblacion linfoide y la atrofia, fueron severas (Figuras 17 y 18)}.

3.5.10 Tonsilas cecales

En ambos grupos de aves se presentaron hemorragias, hiperplasia linfoide, apoptosis, necrosis
unicelular dispersa y heterofilia. La apoptosis y la necrosis unicelular dispersa, se presentaron en un mayor
porcentaje de las Av-Susc, llegando al 41% de aves con apoptosis y un 80% con necrosis unicelular
dispersa, entre las 52-72 hpi; mientras que en las Av-Inm, el 59% de los animales entre las $52-72 hpi

presentaron hiperplasia linfoide (Cuadro 11).

La MHL de las tonsilas cecales, se presenta en la figura 10. El comportamiento de la MHL en
ambos grupos es muy similar hasta las 44 hpi, momento en el que la MHL de las Av-Susc, comienza a

aumentar para llegar a un valor maximo de 10.33 a las 60 hpt, para posteriormente descender a las 68 hpi.

3.5.11 Bolsa de Fabricio

El 100% de ias aves de ambos grupos presentaron hiperplasia epitelial, despoblacion linfoide y

fibrosis (Cuadro 12). La Unica variacién fue el porcentaje de aves que presentaron exudado leucocitario.

La figura 11 muestra la MHL de la bolsa, donde se puede abservar que durante todas las 72 hpi,

ambos grupos se sitian practicamente en una misma linea, con valores de 8a 9.

3.5.12 Cresta

Las lesiones mas aparentes producidas por el virus, se localizaron en éste drgano. El 43% de las
Av-Susc, permanecieron sin cambios patolégicos significativos antes de las 24 hpi; a partir de las 28 hpi,
presentaron inflitrado linfocitario, hiperemia subepitelial, edema subpitelial, hemorragias subepiteliales,
heterofilia, vacuolizacién del epitelio y estasis sanguinea con presencia de glébulos rojos desnudos (Cuadro
13). Después de las §2 hpi, el 100% de las Av-Susc, mostraron ias lesiones antes mencionadas (Figuras 19

y 20). Las Av-Inm, no presentaron cambios patol6gicos en la cresta (Cuadro 13).

E! comportamiento de la MHL de la cresta, se presenta en la figura 12. En las Av-Susc, el valor de
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la MHL comenz6 a incrementarse de manera significativa a partir de las 28 hpi. E! valor de las MHL a las 28
hpi fue de 1.0, mientras que la MHL a las 40 hpi fue de 7.0, lo que representa un aumento de 6.0, en un
pericdo de 12 horas. Entre las 40 y 48 hpi, la MHL se incrementé solamente de 7.0 a 8.0, momento a partir
del cual la severidad, extensioén y cantidad de las lesiones, provoctd un incremento de 10.0 en el vator de la

MHL, para alcanzar el valor de 18.0 a partir de las 52 hpi y mantenerse en éste hasta las 72 hpi,
3.6 iInmunohistoquimica

No se demostro la presencia del virus en los érganos. En los controles positivos el antigeno viral se

presenté como puntos de color rojo en el citoplasma de diferentes células.
3.7 Aislamiento e identificacién viral

A partir de las muestras de sangre se pudo identificar y cuantificar el virus de influenza aviar de alta
patogenicidad en las Av-Susc. El aislamiento e identificacion del virus se realizé a partir de las 28 hpi en el
100% de las aves. La figura 13, muestra el comportamiento de los titulos virales circulantes en la sangre de
las aves después de la infeccion. E titulo del virus circulante de las aves a las 28 hpi fue de 10°*2 DLEPsymi
de sangre; posteriormente el titulo de virus circulante se mantuve en un rango de 10°% a 10%% DLEPs¢/mI,
entre las 32 y 68 hpl. La mayor cantidad de virus circulante, lo tuvieron las aves a las 72 hpi, con un titulo de

10°% DLEPso/ml de sangre.

La figura 14, muestra la cantidad de DLEPsy/mi de sangre del virus de |A AP circulante en la sangre
de ias aves. La conversién del titulo viral a nimeros naturales, indica que entre las 28 y 68 hpi, las aves
tuvieron menos de 200,000,000 DLEPsy/mi de sangre; a las 72 hpi, el titulo de virus circulante fue de 10°%
DLEPso/ml de sangre, lo que al convertirse a nimeros naturales equivale a 1,096,478,196 DLEPso/m| de

sangre, siendo éste el valor maximo que se identificé.

Las Av-inm no presentaron viremia.
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4.- DISCUSION

La inoculacién de Av-Susc y de Av-Inm, con un virus de |IA de alta patogenicidad aistado en
México, por via intranasal, simulando una ruta natural de exposicién, resultdé en la presentacién de dos
formas de la enfermedad. En las Av-Susc, posterior a la inoculacion de! virus, hubo signos clinicos,
mortalidad y presencia de virus circulante en la sangre; mientras que en las Av-Inm, a pesar de que hubo
lesiones a nivel microscépico, estas fueron generalmente menos severas que ias que presentaron las Av-
Susc, incluso en la cresta no se observaron lesiones, a diferencia de las Av-Susc, donde fue el tejido mas
afectado, tal como se reflejé en la MHL. Las diferencias entre ambos grupos de aves fueron marcadas, y a
pesar de que no se pudo demostrar mediante |a técnica de inmunohistoquimica la presencia del virus en
los tejidos, en las Av-Susc se presentd viremia con altos titulos virales circulantes después de las 28 hpi,

situacién que no sucedid en el grupo de Av-lnm.

La evaluacién de la respuesta serolégica de las Av-Inm, a través de la cuantificacién de los
anticuerpos inhibidores de la hemoaglutinacién especificos para |A, correspondio a lo observado por otros
investigadores mexicanos (Hernandez ef al. 1895a b, Garcia et a/. 1995 a b ¢, Palacios et &l 1996,
Rodriguez et al. 1995, Rodriguez et al. 1996a b). Sélo fue hasta el dla 21 PV, cuando el 100% de las aves de
éste grupo seroconvirtieron. La vacunacién de las aves evitd la viremia, la presentacién de signos clinicos y

mortalidad.

Webster et al. {(1991), seflalan que no solamente la inmunidad humoral juega un papel importante
en la proteccién de las aves contra el subtipo HSN2 del virus de IA. Este autor considera que la inmunidad
celuiar mediada por linfocitos T, puede bloquear que el virus afecte sitios vitales, con lo que se evita la
mortalidad pero no la infeccién. Asi mismo, mencionan que aunque las aves desarrollen niveles bajos de

anticuerpos, estos pedrian participar para desencadenar una respuesta anamnésica a la infeccién viral.

La presencia de una viremia constante después de las 28 hpi en fas Av-Susc, fue uno de los
hallazgos mas importantes, no hay estudios previos donde haya sido evaluado ésta condicion. La viremia
fue e! factor que mas influyé en la presentacién de la enfermedad y el desarrollo de lesiones, ya que
mediante ésta condicién, el virus pudo Hegar a todas [as células del organismo de las aves. La titulacion del
virus circulante en sangre (Figura 13), sugiere que hubo varios ciclos de replicacién, antes de diseminarse.
La dosis de inoculacién fue de 10° DLEP 50/0.2 ml de liquido alantoideo, mientras que el titulo promedio de
virus circulante a las 28 hpi fue de 10%2 DLEPso/ml. La replicacién viral fue muy eficiente, si se toma en

cuenta que la dosis inoculada contenia 1,000 DLEPss de virus y a las 72 hpi, la cantidad de virus circulante
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fue de 1,096,478,196 DLEP so/ml de sangre {Figura 14).

Varios autores han empleado la via de inoculacion endovenosa, que simula un estado de viremia en
las aves; ésta forma de inoculacién constituye la base de la prueba de patogenicidad de los virus de
influenza. Esta via de inoculacién fue utilizada en forma empirica para determinar no sélo la patogenicidad
de las cepas virales, sino las lesiones en los 6érganos del animal (Slemons and Swayne, 1990; Slemons et
al. 1990, Swayne and Slemons, 1992; Swayne ef a/. 1994; Swayne and Slemons, 1994, Shalaby ef al. 1994,
Hooper of &/ 1995; Slemons and Swayne, 1985).

La virulencia de los virus estad determinada por varios factores. Las bases moleculares establecen
que el producto del gen de la hemoaglutinina es el principal determinante. Las moleculas de hemoaglutinina
tienen que ser divididas en dos subunidades (HA1 y HA2) para producir una particula viral infecciosa
madura. El rompimiento ocurre como resultado de la accion de enzimas proteoliticas al reconocer un sitio
especifico de rompimiento. El rompimiento estd determinado por la cantidad de aminoacidos basicos
presentes en esa region y la disponibilidad fisica para las proteasas intracelulares. Un incremento en la
virulencia, se debe al aumento en el nhumero de aminodcidos basicos que proveen el reconocimiento de
proteasas intracelulares en muchos drganos. También, la ausencia del sitio de glicosilacién facilita fa accién
de estas enzimas, lo que permite la replicacién del virus en una gran variedad de tipos celulares, en los que
normalmente no se replican virus de baja patogenicidad, que tienen pocos aminodcidos basicos en el sitio
de rompimiento, por lo que son sensibles sélo a la accién de enzimas similares a la tripsina, presente en las

células epiteliales de los tractos respiratorio y gastrointestinal (Rott, 1992; Webster of al. 1992).

Con base en los datos de epidemiologia molecular, los virus mexicanos de baja patogenicidad,
circularon en las aves comerciales durante varios meses antes de que ocurriera la mutacién que les dio la
caracteristica de AP. Esta mutacién produjo un aumento en el rompimiento de la hemoaglutinina por
proteasas intracelulares debido a la sustitucidn de lisina por glutamina en la posicién -3 de los aminoacidos
de la HA1 y a la insercién de dos aminodcidos basicos (arginina y lisina) en la posicién -5 del mismo
fragmento {Garcia, M. et al. 1886). En contraste el virus A/chicken/Pennsylvania/1370/83 (H5N2) de B8P,
contenia varios aminodcidos basicos en el sitio de rompimiento, pero la caracteristica de AP la adquirid al
perder el sitio de glicosilacién en el residuo -13 de la HA1. La presencia de este cambio molecular en el sitio
de rompimiento provocd la produccidn de particulas virales de alta patogenicidad, por el mecanismo antes

descrito (Brugh and Perdue, 1991).

La muerte de las Av-Susc, que ocurrié posterior a la primera deteccion del virus en sangre(28 hpi)
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(Figura 13), pudo ser el resultado del dafio a centros vitales, lo que aunado a la replicacion viral y el
desarrollo de lesiones, pueden producir la muerte de forma aguda o sobreaguda, especialmente cuando se
ve afectado el musculo cardiaco, arteriolas, capilares sanguineos, el centro respiratorio en el encéfalo, las

glandulas adrenales y la hiptfisis.'

Los cambios patolégicos macroscopicos que se observaron en las Av-Susc, después de la
inoculacion con el virus, coincidieron con los que han sido reportados por otros autores tanto en
inoculaciones experimentales como en brotes de campo de virus de AP { Brown et af, 1892 Casaubon et
al., 1996, Easterdar y Hinshaw, 1991; Harley st al., 1980; Hernandez ef af, 1985a; Hooper, 1988, Mo et al,
1997; Monroy ef al., 1995; Van Campen et af.,, 1989). La evaluacién de las lesiones microscépicas, a través
de un método numérico (MHL), permitié cuantificar de una manera méas precisa el efecto del virus sobre los
tejidos, ya que se considerd la severidad, extension y cantidad de las lesiones. Algunos autores han usado
métodos numericos de evaluacién de lesiones, que Unicamente toman en cuenta la severidad, o la
extensién, o la cantidad de ias lesiones, pero no el conjunto de ias tres caracteristicas (Swayne y Slemons,

1992: Swayne et al., 1994; Kobayashi et af, 1996; Mo &f al. 1957).

Los haltazgos histopatolégicos demostraron que la vacunacién disminuy6 sustancialmente la
severidad de las lesiones, En general las lesiones encontradas en las Av-Inm fueron menos severas y

numerosas, que aquellas que se presentaron en ias Av-Susc.

Dentro de los cambios patolégicos mas significativos, se mencionan los del tejido linfoide, que en
ambos grupos consistieron en despoblacion linfoide en la que se aprecia apoptosis de los linfocitos de la
zona cortical de! timo, asociada a hemorragias e infiltracion de heteréfilos {Cuadro 10) (Figuras 17 y18). En
las Av-Susc también se presentd despoblacién linfoide de la zona medular (linfoblastos), que no fue
observada en las Av-Inm, lo que indica que estas Ultimas las aves tuvieron la oportunidad de desarrollar una
respuesta anamnésica ante la presencia del virus. Por el contrario, tas Av-Susc, desarrollaron atrofia y

despoblacién linfoide del timo cada vez més severa conforme pasaron las hpi (Figura 9)

E! dafo al tejide linfoide por parte de los virus de AP, ha sido plenamente estudiado. Van Campen
et al. (1989), demostraron que en pollos Leghorn de 10 semanas de edad, inoculados intratraquealmente
con 10° DLEPse del virus AfTurkey/Ontariof7732/66 (H5N9), presentaron dafo severc en el tejido linfoide,
asociado a altos titulos virales en el tejido. Este virus también afectd a los linfocitos circulantes. Ambos

efectos fueron responsables de linfopenia severa y sostenida hasta la muerte de los animales. También los
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virus A/Chicken/Victoria/A 185/85 (H7N7), A/Chicken/Victoria/85 (H7N7), A/Chicken/Victoria/92 (H7N3) y
A/Chicken/Pennsylvania/1370/83 (H5N2), tienen un efecto marcado sobre el tejido linfoide (Hooper, 1989;
Hooper st al., 1995; Mo &f al., 1997).

La apoptosis es una forma de muerte celular definida con base en criterios morfol6gicos y
bioquimicos. Morfologicamente, la célula se contrae y se vuelve densa, la cromatina se condensa y es
empacada dentro de la membrana nuclear (picnosis), el nicleo puede sufrir carriorrexis o simplemente la
célula se contrae y forma una masa redonda denominada cuerpo apoptético (Hockenbery, 1995, Kane,
1995; Majno y Joris, 1995). Bioquimicamente, el DNA celular se fragmenta en multiples segmentos de
aproximadamente 185 pares de bases {Majno y Joris, 1995). Schultz-Cherry ef al. (1987), sefalan que la
apoptosis linfoide causada por el virus de influenza esta refacionada a la activacién de un factor celular por
parte del virus y a la expresion de una proteina viral. En estudios in vivo demostraron que durante |as fases
tempranas de la infeccién del virus de influenza, hay un incremento en la actividad del TGF-b (transforming
grown factor-b) que provoca apoptosis. Estos mismos investigadores, en estudios in witro, comprobaron que
los anticuerpos neutralizantes contra TGF-b, inhiben parcialmente la apoptosis inducida por el virus. Asf
mismo, usando células en las cuales la expresién de protelnas virales estd regulada por tetraciclinas,

encontraron que [a expresién de la proteina no estructural 1 (NS1) es suficiente para inducir apoptosis.

En el caso de otros virus que afectan a las aves, se ha informadoe que el virus de la enfermedad de
Newcastle, también induce apoptosis en fibroblastos de embrién de pollo y en células mononucleares de
sangre periférica (Lam, 1985, Lam, 1996). Las caracteristicas de la apoptosis inducida por el virus de
Newcastle (presencia de cromatina condensada y de cuerpos apoptéticos) son semejantes a las observadas
en e} presente estudio con el virus de 1A Estas dos caracteristicas han sido reportadas en la literatura

como especificas de apoptosis (Kane, 1985; Guido y Joris, 1995} (Fotos 17 y18).

Algunos cambios observados en al bolsa de Fabricio y en algunas partes del tracto gastrointestinal,
en ambos grupos de aves, pudieron ser el resuitado de la presencia de algin factor téxico en el alimente, ya
que correspondieron a un proceso crénico (fibrosis, atrofia e hiperplasia epitelial), debido a que las aves
consumieron el mismo alimento comercial durante toda la fase experimental. Aunque, la necrosis linfoide en
ia bolsa de Fabricio, ha sido reportada como especifica de la infeccién de virus de AP (Hooper, 1889, Van

Campen et al., 1989; Hooper of af., 1995).

Las lesiones macroscopicas observadas en la cresta de las Av-Susc, también se presentaron en

barbillas, metatarsos, dedos y cojinete plantar. Los cambios patoldgicos microscopicos en fa cresta,
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comenzaron a notarse a partir de {as 28 hpi, momento que coincidid con la primera deteccidn del virus en
sangre (Figura 13). La severidad, extension y cantidad de las lesiones, alcanzd una MHL de 18 a partir de
las 52 hpi (Figura 12). En el estudio microscépico, se observd hiperemia severa en los capilares
subepidérmicos, asociada a d4reas de necrosis y presencia de glébulos rojos lisados (globulos rojos
desnudos), también se observé gran cantidad de exudado serchemorragico en el tejido conjuntivo (Figuras
19 y 20). Casaubon et al, (1996), al estudiar las lesiones cutdneas producidas por el virus
AJChicken/Querétaro/14588-19/95 (HSN2) mediante microscopla electrénica, observaron grandes acimulos
de virus en el interior de extensas cisternas en ef citoplasma de células endoteliales, heteréfilos, linfocitos y
fibroblastos. Las células infectadas se observaron tumefactas, con los drganelos desordenados, las
mitocondrias dilatadas y grumos de heterocromatina en el nucleo; sugiriendo que uno de los mecanismos
que mas participan en la patogenia de la enfermedad es et dafio vascular, que provoca produccién de
abundante exudado serchemorragico, hemoconcentracidn local, estasis vascular que induce lisis de glébulos

rojos y necrosis por isquemia.

La falta de deteccién del virus en los tejidos, a pesar de haber empleado diferentes anticuerpos,
complejos de avidina-biotina-peroxidasa y sistemas de amplificacién de biotina-estreptavidina-fosfatasa
alcalina en la técnica de inmunohistoquimica, pudo haber sido obstaculizada por diferentes factores, siendo
uno de los principales, l|a baja concentracidn del antigeno viral en los tejidos. Swayne’, seflala que para
poder identificar mediante inmunchistoquimica al virus, se requiere por lo menos de  10° particulas virales/g
de tejido después del proceso de inclusion de los érganos en parafina, lo que representa que la cantidad de

virus inicial en el érgano tiene que estar muy por arriba de esta cantidad.

En la presente investigacion la cantidad de virus circulante en a sangre fue incrementandose hasta
las 68 hpi, sin alcanzar mas de 200 millones de DLEPsy¢/ml, lo cual refleja que la cantidad de particulas
virales en los tejidos era escasa, ya que el virus circulante es el resultado de la replicacién viral en diferentes
érgancs. Fue hasta las 72 hpi, cuando |a viremia alcanzé cerca de 1,200 millones de DLEPso/ml, es decir
seis veces mas que a las 68 hpi (Figura 14). El virus circulante fue resultado de una posible replicacién
inicial en las glandulas salivales palatinas (Figuras 15 y 16), cornetes nasales, senos nasales 0 incluso los
pulmones, sin dejar de considerar que también pudo existir una replicacién inicial en el tracto
gastrointestinal, ya que aunque las aves fueron inoculadas por via intranasal, el indeulo pudo ser tragado, lo

que ocurre en forma natural cuando las aves se infectan con aerosoles o agua contaminada.

Finalmente uno de los factores que mas pudo influir en la no deteccidén del virus a través de
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inmunohistoquimica, fue el corto tiempo de muestreo (72 hrs), ya que en la mayoria de trabajos publicados
el tiempo de muestreo va de los tres a los ocho dias (Slemons y Swayne, 1990; Brown et al,, 1892; Shalaby

et al., 1994; Swayne y Slemons, 1994; Kobayashi et af., 1996; Mo et al., 1997).

En un estudio realizado por Mo et al, (1997), donde se inocularon aves con cinco virus de influenza,
tanto de AP como de BP, se encontrd que cuatro de los cinco virus pudieron ser detectados mediante la
técnica de inmunohistoquimica, pero en las aves inoculadas con el virus A/Chicken/Alabama/7395/75
{H4NB), no se pudo detectar la presencia del virus a pesar de que hubo evidencia serolégica de infeccion, lo
cual fue atribuido a una falta de persistencia del virus en los tejidos. En el caso de los virus
AfChicken/Pennsylvania/1370/83 (H5N2), A/Chicken/Victoria/85 (H7N7) y AfTurkey/Ontario/7732/66, todas
de AP, el antigeno viral fue demostrado con mayor frecuencia en el corazén, encéfalo, pulmones, rifiones y
pancreas. Los sitios especificos de replicacion viral, estuvieron asociados a lesiones de tipo degenerativo y
necrosis. Adicionalmente, la frecuencia y severidad de las lesiones, varid dependiendo del virus, a pesar de
que los tres virus fueron inocutados por la misma via y a una dosis similar (10*" - 10*° DLEPso). En este
mismo estudio, donde se emplearon pollos jdvenes, el sitio de replicacion principal de los tres virus, fueron
las células del parénquima de varios érganos, incluyendo neuronas y células ependimales del encéfalo,
miocitos cardiacos, células epiteliales de los acines pancredticos, célutas de los tabulos renales y

neumocitos. Sin embargo, se observé poca antigeno en el endotelio de los capilares

En un estudio anterior (Brown et al. 1992), inocularon gallinas de un afio y pollos de 15 semanas,
via saco aéreo caudal, con 10*7 DLEPsy del virus A/Chicken/Pennsylvania/1370/83 (H5N2) de alta
patogenicidad, encontrando diferencia en la presentacion clinica de la enfermedad y en la distribucion de los
sitios de replicacién viral. En el grupo de aves adultas, la presentacion clinica de la enfermedad fue
caracterizada como aguda o sobreaguda, con algunas muertes antes de las 48 hpi. Las lesiones
caracteristicas fueron las hemorragias y el edema subcutaneo. El patrén de distribucion det virus en los
tejidos, determinado por inmunohistoquimica, sugirid que hubo una primera fase de replicacion en las
células epiteliales del saco aéreo, seguido de una diseminacién al endotelio de fos capilares del mismo y
posteridrmente hacia todos los capilares del organismo. Los resultados de inmunohistoquimica, revelaron
que la afeccién del endotelio capilar, fue mas intensa y extensa en el tejido subcutaneo, especificamente de
ta cresta y las barbiltas. En esas dos areas, hubo una pérdida de la integridad vascular, asociada a una aita
concentracién del antigeno viral. En otros érganos, como el encéfalo, corazén, pulmén, traguea, higado,
rifén, pancreas, ovario, bazo, timo y bolsa de Fabricio, también hubo afeccién capilar. Consecuentemente,
se pudo determinar que la muerte de las aves, fue atribuida a un colapso vascular generalizado, como

resultado de la pérdida de fluidos a través de los capilares daflados. Asl mismo, sefialan que en los tejidos
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de pollos jévenes la replicacién del virus de AP es menor que en los tejidos de animales aduitos, ya que la
tincidn inmunocespecifica fue mucho menor en todos los tejidos, independientemente de que las aves fueron

inoculadas por la misma via y con la misma cantidad de virus,

Kobayashi et al {1996), al evaluar los efectos de los virus de AP A/Chicken/Victoria/1/85 (H7N7),
AfTurkey/England/50-92/91 (H5M1) y A/Tern/South Africa/61 (HS5N3), en el encéfalo de pollos de seis
semanas, encontraron gliosis y necrosis focal, endoteliosis vascular e infiltracién de células mononucleares
alrededor de los vasos sanguineos (descrita como vasculitis}, meningitis, ventriculitis con necrosis de
células ependimales. Las lesiones estuvieron asociadas con el aistamiento de! virus a partir del encéfalo y la
deteccién de las protelnas virales en las células piramidales, ependimales, células de la glia y endotelic
vascular. Estos autores, concluyeron que la distribucién focal de la replicacidn viral y la muerte de ciertas
neuronas o la replicacién masiva y la necrosis del endotelio vascular, con formacién de trombos, puede ser

uno de los mecanismos responsables del desarrollo de la enfermedad y muerte de los animales.

En general, la muerte de los animales infectados por virus de alta patogenicidad, ha sido atribtida a
dafio directo al musculo cardiace y encéfalo, hipercalemia por necrosis tisular generalizada, colapso
cardiovascular, necrosis generalizada del endotelio vascular, vasculitis, trombosis, coagulacién intravascular
diseminada, colapso respiratorio y alteracién de las glandulas endécrinas (Brown et af., 1992; Hooper, 1989;
Hooper et a/., 1985, Wood st al, 1995, Kobayashi et al., 1996; Mo et al, 1997). Una falla renal aguda
acompafada de uremia, hipercalcemia e hiperfosfatemia, puede también ser causa de muerte (Swayne ot
al., 1994), ya que los rifiones son un sitio importante para la produccién de lesiones y la replicacion viral
{Slemons y Swayne, 1990; Siemons et al, 1990; Swayne y Slemons, 1992; Swayne of al., 1994, Swayne y
Slemons, 1994, Shalaby et al., 1994, Hooper & al,, 1995, Slemons y Swayne, 1995; Mo et al., 1997).

En la presente investigacién se puede concluir que la inoculacién de Av-Susc y de Av-Inm,
con un virus de |A de alta patogenicidad aislado en México, por via intranasa!, simulando una ruta natural de
exposicidn, resultd en la presentacidén de dos formas de la enfermedad. Las Av-Susc mostraron signos
clinicos, mortalidad y fue detectado virus circulante en sangre a partir de las 28 hpi, lo que sugiere que a
partir de ese momento el virus puede infectar cualquier érgano y tipo celular. Las Av-Inm no maostraron
signos clinicos ni mortalidad después de {a infeccidn con el virus de AP y a pesar de que hubo lesiones a
nivel microscopico, estas fueron generaimente menos severas que en las Av-Susc e incluso la cresta no
presentd lesiones; asi mismo, estds aves no presentaron viremia. El virus A/Chicken/Querétaro/14588-
19/95 (H5N2) de alta patogenicidad produce apoptosis linfoide severa y en las Av-Susc el dafo al endotelio

capilar producido por el virus, puede ser uno de los mecanismos responsables de la muerte de los animales
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al desencadenar un colapso vascular generalizado. La inmunidad conferida por la vacuna emulsionada
contra 1A, protegié a las aves de la presentacién de signos clinicos y mortalidad, debido a que evitd la

viremia en las aves vacunadas con lo que el virus no pudo causar dafic en centros vitales del ave,

También, se necesario realizar un estudio en donde se utilicen técnicas de citometria de flujo,
microscopla electrénica y estudio del DNA celutar, para evaluar de una manera mas precisa la apoptosis
producida por el virus. Es necesario evaluar la respuesta inmune celular generada por las vacunas
emulsionadas, para conocer el mecanismo por el cual se evita la viremia y realizar un estudic en donde se
evalle si los virus de BP son capaces de producir viremia, para saber si el aislamiento viral a partir de
muestras sanguineas puede ser considerado una forma sencilla, practica y confiable de diferenciar virus de
influenza que replican en forma localizada en el tracto respiratorio y gastrointestinal de aquellos que tienen la
capacidad de diseminarse a todos los drganos del ave a través de la sangre e implementar en fos
laboratorios de diagnéstico el aislamiento viral a partir de muestras sanguineas, ya que si la muestra se
toma directamente del corazén en forma aséptica, no es necesario utilizar filtros o agregar antibidticos,
debido a que la inoculacién de los embriones puede realizarse directamente con la sangre, con lo que se

reduce el costo y tiempo de procesamiento.
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Figura 15.- Glandulas salivales palatinas de un ave susceptible 72 hpi con ¢l virus de influenza aviar
A/Chicken/Querétaro/14588-19/95 (H5N2) altamente patogeno. Adenitis no supurativa severa con
destruccion del parénquima glandular (flechas). H&E. 80X

Figura 16.- Glandulas salivales palatinas de un ave susceptible 72 hpi con el virus de influenza aviar
A/Chicken/Querétaro/14588-19/95 (H5N2) altamente patogeno. Adenitis no supurativa severa con
abundante infiltracion linfocitaria (flechas). H&E. 180X




Figura 17.- Timo de un ave susceptible 36 hpi con ¢l virus de influenza aviar
A/Chicken/Querétaro/14588-19/95 (H5N2) altamente patdgeno. Apoptosis severa en zona cortical (flechas
pequeiias). Despoblacion linfoide severa en zona medular (flecha grande). H&E. 80X

Figura 18.- Timo de un ave susceptible 56 hpi con el virus de influenza aviar
A/Chicken/Querétaro/14588-19/95 (H5N2) altamenie patégeno. Apoplosis severa en zona cortical (flechas
pequeiias}. Apoptosis y deplesion linfoide severa en zona medular (flecha grande). H&E. 180X




Figura 19.- Cresta de un ave susceptible 36 hpi con el virus de influenza aviar
A/Chicken/Querétaro/14588-19/95 (H5N2) altamente patégeno. Focos de necrosis y vacuolizacion del
cpitelio en cpidermis (flecha grande). Presencia de exudado seroso ¥ leucocitos en dermis (flechas
chicas). H&E. 80X

Figura 20.- Cresta de un ave susceptible 36 hpi con el virus de influenza aviar
A/Chicken/Querétaro/14588-19/95 (H5N2) altamente patégeno. Arteriola sin cambios (flecha chica).
Arteriola con formacién de un trombo rodeada de exudado seroso y leucocitos del proceso inflamatorio
(flecha grande). HEE. 720X




